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Resumen. El mecanismo por el cual las moléculas con propiedades anestésicas interactúan con la 
membrana celular permanece aún bajo discusión. En este sentido, se ha realizado un estudio, 
mediante dinámica molecular con el objetivo de determinar la variación de la energía libre de una 
molécula anestésica (benzocaína) tras su paso a través de un modelo de membrana biológica. Con tal 
fin, se ha considerado un modelo de bicapa lipídicaformado por DPPC con DPPS, donde el DPPS 
ha sido distribuido asimétricamente entre ambas capas de la bicapa lipídica. A partir del perfil de 
energía libre obtenido, ha sido posible determinar que la benzocaína, se localiza principalmente en la 
región de la cadena carbonada de los fosfolípidos, o en una zona más cercana al final de la región de 
las cabezas lipídicas en el interior de la membrana, enfunción de la presencia o no de DPPS. 
1 Introducción 
Los compuestos con propiedades anestésicas son 
utilizados clínicamente desde hace más de 150 años 
debido a que inducen procesos reversibles como son 
la pérdida de conocimiento y alivio del dolor. 
Además, estos compuestos inducen a la relajación 
muscular y a la amnesia. Aunque sus efectos son 
ampliamente conocidos, aún no ha podido ser 
definido el mecanismo molecular de actuación de 
estas substancias sobre sistema nervioso centtral [1]. 
En estudios previos se propusieron dos teorías según 
las cuales se explica el mecanismo de acción de una 
anestesia. La primera, propone que las moléculas 
anestésicas interactúan directamente con las proteínas 
que forman el canal iónico, bloqueando de esta forma 
la difusión de iones Na+. Al impedir el paso de estos 
iones se bloquean los impulsos eléctricos y se 
verifican los efectos anestésicos [2] . La segunda 
teoría estableció que la potencia de la anestesia está 
relacionada con su coeficiente de partición entre agua 
y aceite de oliva (ley de Meyer-Overton) y que las 
propiedades estructurales de la membrana lipídica se 
ven afectadas por la presencia de la anestesia en su 
interior [3] y como consecuencia de una perturbación 
de las interacciones lipid-proteina, se ve afectado el 
canal de sodio .. 
A pesar de que varios estudios experimentales [4] Y 
teóricos [5] se han centrado en el mecanismo de 
acción de substancias anestésicas, todavía se 
mantiene la discusión sobre la localización de dichas 
substancias en el interior de una membrana biológica. 
Para profundizar en este tema, se ha realizado un 
estudio, mediante dinámica molecular, sobre la 
transferencia de una molécula anestésica desde una 
disolución acuosa hasta el interior de una membrana 
celular. La molécula anestésica estudiada fue la 
benzocaina, que es un componente anestésico de tipo 
éster, ampliamente utilizado en tratamientos tópicos 
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debido a su baja solubilidad en agua [6] . Además, a 
pH fisiológico, la benzocaína, a diferencia de otras 
anestesias locales usadas clínicamente como la 
lidocaína, se encuentra siempre en su forma neutra 
[7]. Para realizar este estudio, se ha utilizado un 
modelo de membrana celular asimétrica, propuesto 
anteriormente por Cascales et al. [8] , con el objeto de 
reproducir una membrana biológica real. La 
membrana asimétrica se asemeja a la membrana 
celular de las células eucariotas, donde los 
fosfolípidos cargados (PS) se distribuyen 
asimétricamente en la capa más externa de sus 
membranas. Mediante la aplicación de técnicas de 
dinámica molecular, se ha determinado el potencial 
de fuerza media (PMF) para una molécula de 
benzocaína cuando ésta se mueve desde el seno de 
una disolución acuosa hasta el interior de una 
membrana fosfolipídica. El PMF aporta información 
termodinámica relacionada con las barreras 
energéticas y las zonas de localización favorable de la 
benzocaína dentro de la membrana. 
2 Métodos y Modelos 
2.1 Configuración del sistema 
El sistema en estudio fue confmado en el interior de 
una caja de simulación tridimensional. Para ello se 
utilizó una molécula de DPPC que fue replicada 72 
veces. Para generar una bicapa fosfoHpídica se 
ubicaron 72 moléculas de DPPC distribuidas en 2 
capas paralelas de 36 DPPC cada una, en el plano X-
y. Además, se añadió agua para rellenar los huecos a 
ambos lados de la bicapa. La asimetría en la bicapa se 
generó por sustitución de 12 DPPC de una de las 
capas por 12 DPPS. Además, para reproducir el área 
por lípido de una bicapa de DPPC, se retiraron 6 
DPPC de la capa opuesta [8]. Debido a que las 
moléculas de DPPS presentan una carga negativa, se 
añadieron 12 iones sodio para mantener la 
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electroneutralidad del sistema. Finalmente, se 
añadieron 2 moléculas de benzocaína al sistema. De 
esta forma, se constituyó un sistema formado por 54 
DPPC, 12 DPPS, 12 Na+, 2 benzocaínas y 2477 
moléculas de agua. 
2.2 Parámetros de simulación 
Para llevar a cabo las simulaciones mediante 
dinámica molecular se utilizó el paquete GROMACS 
[9]. El intervalo de tiempo de integración fue de 2 fs. 
Para calcular las interacciones de Lennard-Jones se 
usó un cutoff de 1nm y las interacciones 
electrostáticas de largo alcance fueron evaluadas 
mediante el método de particulas en malla de Ewald. 
Antes del inicio de las simulaciones, se aplicó un 
proceso de minimización de energía para remover el 
exceso de energía o las tensiones provocadas por 
solapamiento de átomos vecinos. El sistema fue 
acoplado a una temperatura de 350K y una presión de 
1atm, mediante un algoritmo de acoplamiento. La 
temperatura debe ser tal que el sistema permanece en 
un estado de líquido cristalino. Los parámetros de 
simulación están descritos en más detalle en las 
referencias [8,10]. 
2.3 Potencial de Fuerza Media y Energía 
libre 
La variación de energía libre de la molécula de 
benzocaína desde la disolución acuosa hasta el 
interior de la bicapa puede ser calculada a través de la 
siguiente ecuación: 
donde R es la constante de los gases, T la 
temperatura, C '\, el perfil de concentración de la 
benzocaina a lo largo de la membrana y Cb la 
concentración de la benzocaina en la disolución 
acuosa. 
Para el cálculo de esta propiedad, la alta 
hidrofobicidad de la molécula anestésica en agua se 
reveló como un problema, una vez que proporciona 
resultados con una estadística muy pobre. Para 
aumentar la estadística de los resultados obtenidos se 
utilizó el método de muestreo de umbrella. De esta 
forma, se determinó el PMF en una determinada 
región de interés, tal y como lo hicieron antes 
MacCallum el al [11]. 
De esta forma, a partir del sistema descrito 
anteriormente se realizaron 36 simulaciones 
independientes de 40 ns cada una. En cada una de 
estas simulaciones, las moléculas de benzocaína 
fueron restringidas a una determinada distancia del 
centro de la bicapa por un potencial armónico de 
3000 kJmol·1 a lo largo del eje Z (dejándolas libre en 
los ejes X-Y). Para cada una de las simulaciones, las 
dos moléculas de benzocaína estaban separadas entre 
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si por una distancia de 3,5 nm a lo largo del eje Z de 
forma a evitar cualquier posibilidad de interacción 
entre ambas. Dichas moléculas fueron movidas 0,1 
nm en cada una de las simulaciones consecutivas, 
dentro de una ventana de posiciones de interés. El 
PMF se calculó entre -3,5 nm y 3,5 nm a lo largo del 
eje Z, considerando la origen de éste en la zona 
central de la membrana. 
3 Resultados y discusión 
La Fig.1(b) representa el perfIl de variación de 
energía libre de la benzocaína a través de la 
membrana. Se consideró el valor de energía libre en 
el seno de la disolución acuosa (Z=-3,5nm) igual a 
cero. Entre la diferencia de valores de energía libre 
obtenidos a ambos lados de la bicapa se estimó un 
error de 0,34 kJmol·1 • A partir de la Fig.1 se puede 
observar que la variación de la energía libre en la 
membrana asimétrica presenta dos máximos en la 
interfase Iípido/agua. A partir de la altura de dichos 
picos se determina la barrera de energía que la 
molécula de benzocaína debe sobrepasar para 
penetrar en el interior de la membrana lipídica. Esta 
barrera está localizada en posiciones de Z iguales a 
-2,21 y 2,72 nm y presenta valores de energía libre de 
4,42 y 1,51 kJmol·1 en ausencia y en presencia de 
DPPS, respectivamente. 
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Figura 1. (a)Densidades atómicas de los componentes 
del sistema y (b) perfil de energía libre de la 
benzocaína a través de la membrana. 
Por otro lado, el valor mínimo de la variación de la 
energía ocurre en posiciones Z=-0,98 y 1,37 nm, con 
valores de -25,9 y -24,6 kJmol· 1, para las capas en 
ausencia y en presencia de DPPS, respectivamente. 
Éstos valores coinciden con el rango de valores 
experimentales entre 25-30 kJmol· 1, medido por Hata 
el al [12] para anestesias neutras en bicapas de 
DPPC. La localización del mínimo de energía libre 
está fuertemente afectada por la asimetría de la 
bicapa. Así, en la capa solo con DPPC el mínimo de 
energía libre coincide claramente con la densidad 
máxima del grupo metileno de las colas Iipídicas 
(véase Fig.1(a» . Por otro lado, en la capa con 
DPPC+DPPS el mínimo se sitúa desplazado hacia la 
región ocupada por los grupos carbonilo y fósforo de 
los Iípidos, Los resultados obtenidos por dinámica 
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molecular están correlacionados con los resultados 
experimentales obtenidos por Kuroda el al [4] para 
bicapas de PC y bicapas mixtas de PC y PS, PE. 
En la Fig.1(b) también se puede observar el perfil de 
energía libre de la benzocaina a través de dos 
membranas celulares simétricas, una constituida por 
36 DPPC en cada capa y otra por 24 DPPC+ 12DPPS 
en cada capa. En la Fig.1 se puede observar una gran 
correlación entre cada uno de los perfiles de energía 
libre de las membranas simétricas y su respectiva 
capa de la membrana asimétrica. 
A partir de los resultados termodinámicos obtenidos 
es posible calcular la probabilidad de encontrar la 
benzocaina en uno u otro lado de la membrana 
celular. Para ello se puede utilizar la siguiente 
ecuación: 
donde ~GI es el valor del mínimo de energía libre en 
cada una de las capas, KB es la constante de 
Boltzman, T la temperatura y KI la probabilidad de 
encontrar la benzocaína a uno u otro lado de la 
bicapa. A partir de los valores representados en la 
Fig.1, haciendo uso de la ecuación anterior se ha 
K 
calculado que ---.!.=O,92. Este resultado implica 
K2 
que la probabilidad de encontrar la benzocaina a uno 
u otro lado de la bicapa es prácticamente la misma, 
esto es, 48% de probabilidad para la capa constituida 
por DPPC puro y 52% de probabilidad para la capa 
mixta de DPPC+DPPS. 
4 Conclusiones 
La variación de la energía libre es una propiedad 
termodinámica muy relevante en el estudio de los 
estados más estables de un sistema. Se ha 
determinado el perfil de la energía libre de una 
molécula de benzocaína cuando ésta difunde desde la 
disolución acuosa hasta el interior de una bicapa 
Iipídica mediante técnicas computacionales. 
A partir del perfil de energía libre se demostró que la 
localización más probable de la benzocaína en el 
interior de la bicapa depende en gran medida de la 
composición fosfolipídica de la membrana. Así, se 
concluye que la benzocaína se localiza en el centro de 
las colas Iipídicas en la capa solo con DPPC. Por el 
contrario, en la capa mixta DPPC y DPPS (cargado 
negativamente) la benzocaína se encuentra en la 
interfase entre el fin de las cabezas lipídicas y el 
comienzo de las cadenas carbonadas de las colas. 
Además se determinó que la probabilidad de 
encontrar la benzocaína a uno u otro lado de la bicapa 
asimétrica es sensiblemente la misma. 
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